This Page Is Inserted by IFW Operations 
and is not a part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the 
original documents submitted by the applicant. 

Defects in the images may include (but are not limited to): 

• BLACK BORDERS 

• TEXT CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

• FADED TEXT 

• ILLEGIBLE TEXT 

• SKEWED/SLANTED IMAGES 

• COLORED PHOTOS 

• BLACK OR VERY BLACK AND WHITE DARK PHOTOS 

• GRAY SCALE DOCUMENTS 


IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 

As rescanning documents will not correct images, 
please do not report the images to the 
Image Problems Mailbox. 



EP 0 645 449 A1 


Doc. Ref. A02 
Appl. No. 09/076,115 





Europaisches Patentamt 
European Patent Office 
Office europ'en des brevets 



© Veroffentlichungsnummer: 0 645 449 A1 


© 


EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG 


© Anmeldenummer: 94114675.5 © Int. Cl. 6 : C12N 15/10, C12Q 1/68 

© Anmeldetag: 17.09.94 


© Prioritat: 24.09.93 DE 4332463 

@ Veroffentlichungstag der Anmeldung: 

29.03.95 Patentblatt 95/13 

© Benannte Vertragsstaaten: 

AT BE CH DE DK ES FR GB GR IE IT LI LU NL 
PT SE 


© Anmelder: BOEHRINGER MANNHEIM GMBH 

D-68298 Mannheim (DE) 

@ Erfinder: Bertling, Wolf, Dr. 

Meisenweg 22 
D-91056 Erlangen (DE) 


© Verfahren zur spezifischen Klonierung von Nukleinsauren. 


© Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Klonie- 
rung von Nukleinsauren, dadurch gekennzeichnet, 
da!3 zwei teilweise komplementare, doppelstrangige 
Primer an das 3' Ende eines einzelstrangigen DNA 
Stranges ligiert werden. Der zweite Strang wird mit- 
tels einer DNA Polymerase synthetisiert wobei die 
verwendeten Primer zumindest teilweise mit dem 
anligierten Oligonukleotid komplementar sind. Die so 
erhaltene Ziel-DNA kann dann mit zwei spezifischen 
Oligonukleotiden gezielt amplifiziert werden. 
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Klonie- 
rung von Nukleinsauren mittels Ligation einer ein- 
zelstrangigen DNA unter Verwendung zweier teil- 
weise komplementarer, doppelstrangiger Oligonu- 
kleotide, Synthese des zweiten Stranges sowie ge- 
gebenenfalls gezielte Amplifikation der Ziel-DNA 
mittels zweier spezifischer Oligonukleotide und 
Reagenzien zu deren Durchfuhrung. 

Nukleinsauren sind fur all© bisher bekannten 
Organismen als tnformationstrager die Grundlage 
spezifischer Lebensformen. Sie kodieren fur Protei- 
ne Oder haben auch katalytische Oder strukturelle 
Wirksamkeiten. Eine Reihe von Techniken zum 
Klonieren und Vermehren von Nukleinsauren sind 
fur Desoxyribonukleinsaure (DNA) etabliert. Das 
Klonieren von Ribonukleinsauren (RNA) hingegen 
ist besonders fur die Klonierung von selten vor- 
kommenden RNAs und fur die Klonierung von 
RNAs in voller Lange noch relativ schwierig. 

Bestehende Methoden fur die RNA Klonierung 
basieren auf der Isolierung von Gesamt- Oder 
mRNA aus Zellen, der Ubersetzungen der RNA in 
ein cDNA: RNA-Hybrid mittels reverser Transkripta- 
sen (AMV, MoMuLV), Abbau des RNA-Anteils mit 
RNase H, gefolgt von der Synthese des komple- 
mentaren cDNA Stranges mit Klenow DNA Poly- 
merase (als Standardmethoden beschrieben in 
Ausubel et al) (Editor) 1987 Current Protocols in 
Molecular Biology). Die Synthese des zweiten 
Strangs der DNA benotigt einen Primer. Der kann 
aus kurzen RNA Fragmenten bestehen, die von 
RNase H Verdau resultieren (Gubler 1987, Methods 
of Enzymology 152, 330 - 335), er kann, wie in der 
klassischen Methode, durch eine Ruckfaltung der 
einzel-strangigen cDNA gegeben sein (Gubler, 
1987, Methods of Enzymology 152, 325 - 329) 
Oder auch durch Zugabe von hoch degenerierten 
kurzen Oligonukleotiden entstehen (Feinberg, Vo- 
gelstein, 1983 Analytical Biochemistry 132, 6 - 13). 
In alien Fallen geht in der Regel das 3' Ende der 
einzelstrangigen cDNA bei der Klonierung verloren, 
da mangels Primer kein komplementarer Strang 
synthetisiert wird. Die so erzeugte doppelstrangige 
DNA kann dann uber die Klonierung von geeigne- 
ten Adaptoren spezifisch in Vektoren (Plasmide, 
Cosmide, Phagen) kloniert und anschlieBend effi- 
zient in Bakterien transformiert Oder in Phagen 
verpackt werden. 

Durch die Entwicklung der Polymerase-Ketten- 
reaktion (PCR) (Saiki et al, Science 1988, 239, 487 
- 491) konnte eine weitere Verbesserung der Klo- 
nierung von RNAs uber die aufgezeigte Methode 
erzielt werden. Die Kombination dieser beiden Me- 
thoden erlaubt die Klonierung von extrem geringen 
Ausgangsmengen an RNA (geringe Menge an Aus- 
gangszellen) Oder die Klonierung von extrem selten 
vorkommender RNA. 


Die Verwendung von PCR in der cDNA-Klonie- 
rung setzt voraus, daB die cDNA sowohl an Ihrem 
3* Ende als auch an ihrem 5' Ende DNA Regionen 
mit bekannter Nukleotidsequenz aufweist. Eine Se- 
5 quenz mit bekannter Nukleotidfolge kann durch ein 
Oligonukleotid mit poly-dT Schwanz, der komple- 
mentar zum 3’ Ende der mRNA ist, relativ einfach 
an das 5' Ende der cDNA eingefugt werden. 

Weitaus schwieriger ist die Verankerung einer 
io spezifischen Sequenz am 3’ Ende der cDNA. Die 
bisher beschriebenen Methoden sind: 

Synthese eines Homopolymers (z.B. dG Oder dA) 
mit terminaler Transferase. Diese Methode ist als 
"Rapid Amplification of cDNA Ends" (RACE) Oder 
75 "Anchored PCR" bekannt geworden (Frohman et 
al, 1988, PNAS 85, 8998 - 9002). Diese Methode 
beruht darauf, daB an das 3’ Ende der cDNA ein 
Homopolymer ansynthetisiert wird und anschlie- 
Bend eine PCR durchgefuhrt wird, wobei ein Primer 
20 komplementar zum neu synthetisierten 3’ Homopo- 
lymer-Ende der Einzelstrang cDNA ist, der zweite 
Primer ist homolog einem Bereich des 5' Endes 
der cDNA. 

Zwei weitere Methoden, die ebenfalls einen 
25 Amplifikationsschritt enthalten, sind in den letzten 
Jahren veroffentlicht worden. Beide Methoden ver- 
wenden T4 RNA Ligase. Diese Ligase Oder eine 
andere einzelstrangspezifische Ligase wird entwe- 
der dazu verwendet, um an das 3' Ende der cDNA 
30 einen Primer zu "verankern". Zwei weitere Primer, 
einer homolog zu einem weiter 5' liegenden Be- 
reich des reversen Transkripts, der einzelstrangi- 
gen cDNA, und einer komplementar zu dem anli- 
gierten Primer, werden dann in einer nachfolgen- 
35 den Amplifikation (PCR) eingesetzt (Troutt et al, 
1992, PNAS 89, 9823 -9825) (Dymas Mallet fur 
Rhone Poulenc Rorer SA, franzosisches Patent No. 
9108294). Alternativ dazu konnen die durch reverse 
Transkription entstandenen einzelstrangigen DNAs 
40 jeweils uber ihre 5' bzw. 3' Enden miteinander 
verbunden werden (head-to-tail), so daB in einer 
anschlieBenden Amplifikation zwei spezifische Pri- 
mer, einer homolog und einer komplementar zu 
einer vorgegebenen Sequenz der zu amplifizieren- 
45 den cDNA, eingesetzt werden konnen (Hofmann, 
Brian 1991, PCR Methods and Application 1, 43 
-45). 

Alle beschriebenen Techniken zeigen Nachtei- 
le, die ihre Anwendung limitieren. Besonders her- 
50 vorzuheben ist, daB die Stufen, die Primer verwen- 
den, nicht immer korrekt kontrollierbar sind und die 
Spezifitat der Primer, speziell im Fall der Homopo- 
lymere limitiert ist. Das fuhrt nicht nur zu betrachtli- 
chen Hintergrundsignalen, sondern bedingt zumin- 
55 dest bei den nicht auf Amplifikation beruhenden 
Techniken, aber auch bis zu einem gewissen Grad 
bei den PCR-abhangigen Schritten zu Produkten, 
die die Sequenzinformation des 5' Endes der RNA 


2 



3 


EP 0 645 449 A1 


4 


(meist mRNA) nicht enthalten. Zumindest die nicht 
auf Amplifikation beruhenden Verfahren lassen 
auch die Erstellung von Genbanken nur sehr be- 
dingt zu da nicht aus alien Zellen und Gewebspro- 
ben genugend RNA isolierbar ist, um diese Proze- 5 
duren durchzufuhren und die erhaltenen doppels- 
trangigen DNA Fragmente erfolgreich zu klonieren. 

Die Methode, die unter Synthese eines Homo- 
polymers verlauft, ist sehr stark limitiert dadurch, 
daB die terminale Transferase nicht sehr effizient io 
dG Oder dA aber auch keine langen Homopolymer- 
ketten mittels dC Oder dT synthetisiert und die 
Reaktion schlecht zu kontrollieren ist. 

Ein weiterer Nachteil wird bei der darauffolgen- 
den Amplifikation ersichtlich. Die verwendeten Pri- 75 
mer (z.B. homopolymere dC Oder dA Primer) nei- 
gen zur Bildung von unspezifischen Amplifikations- 
produkten, was den Hintergrund an unerwunschten 
klonierten Fragmenten erheblich erhoht. 

Die anderen amplifikationsabhangigen Metho- 20 
den verwenden Enzyme, die in der Lage sind, 
einzelstrangige Molekule zu ligieren, vorzugsweise 
T4 RNA Ligase. Diese Ligase neigt dazu, kurze 
Oligonukleotide und Fragmente (von RNA und 
DNA) zu ligieren und die Ausbeute an konkatame- 25 
ren, einzelstrangigen cDNAs ist relativ gering. Ent- 
sprechend gering ist dann auch die Ausbeute an 
Amplifikationsprodukten. 

Oligonukleotidprimer wiederum werden nicht 
nur an cDNA ligiert, sondern ebenso an RNA und 30 
kurze Fragmente von cDNA und RNA. Solche Liga- 
tionsprodukte erhohen den Hintergrund an falsch 
amplifizierten Produkten und erfordern sehr auf- 
wendige Reinigungsschritte, die wiederum mit Ma- 
terialverlust einhergehen. 35 

Die genannten Probleme werden durch das 
erfindungsgemaBe Verfahren gelost. Es handelt 

sich im einzelnen dabei um ein Verfahren zur Klo- 
nierung von Nukleinsauren mittels Ligation einer 
einzelstrangigen DNA unter Verwendung zweier 40 

teilweise komplementarer, und damit doppelstran- 
giger Oligonukleotide, der Moglich-keit daran die 
Synthese des zweiten Stranges einzuschlieBen so- 
wie der moglichen gezielten Amplifikation der Ziel- 
DNA mittels zweier spezifischer Oligonukleotide an- 45 

zuhangen. Eine bevorzugte Anwendung der Erfin- 
dung ist das Herstellen von Klonen, besonders von 
Klonen, die das komplette 5’ Ende von mRNAs 
reprasen-tieren. Die in diesem Verfahren verwen- 
deten Produkte sichern eine hohe Spezifitat der so 
Produkte. Ob und bis zu welchem Grad Amplifika- 
tion des Produkts des Ligationsschritts gewunscht 
wird, kann frei bestimmt werden. 

Eine Anwendung der Erfindung besteht daher 
in einem Klonierungsschema, das durch folgende 55 
Schritte charakterisiert ist: 

• In einem ersten Schritt wird eine einzelstran- 
gige DNA oder auch doppelstrangige DNA 


mit einzelstrangigem Anteil fur die weiteren 
Schritte bereit gestellt, herge-stellt, gewonnen 
Oder anderweitig erworben (Ziel-DNA). Bei 
der Erstellung aus RNA kann es sich als 
besonders gunstig erweisen, ein Enzym zu 
verwenden, das bei hoheren Temperaturen 
arbeiten kann. 

• In einem zweiten Schritt werden die fur den 
jeweiligen Versuch benotigten Primer bereit 
gestellt, hergestellt, gewonnen Oder ander- 
weitig erworben. Dabei ist darauf zu achten, 
daB der an das 3' Ende der DNA zu ligieren- 
de Primer an seinem 5’ Ende phosphoryliert 
vorliegt. 

• In einem weiteren Schritt werden ein Ge- 
misch zweier, teilweise komplementarer Pri- 
mer (Oligonukleotide oder evtl. Polynukleoti- 
de), von denen mindestens und bevorzugt 
einer an einem Ende uber den komplementa- 
ren Bereich hinausreicht (Uberhang), vorbe- 
reitet. Dieser Oberhang stellt einen degene- 
rierten Bereich dar, das heiBt, an bevorzugter 
Weise jeder moglichen Position befindet sich 
eins der klassischen Nukleotide oder auch 
ein modifiziertes Nukleotid mit Desoxy-lnosin. 
Daraus ergibt sich im Gemisch die bevorzug- 
terweise gleiche Representation jeder ver- 
wendeten Base an jeder Position des Uber- 
hangs. Dieses so beschriebene Gemisch vom 
Primern wird im folgenden Primerpaar ge- 
nannt. 

• In einem weiteren Schritt wird die Ligation 
des Primerpaars an die Ziel-DNA vorbereitet 
und durchgefuhrt. Die beiden letzten Schritte 
konnen auch gemeinsam durchgefuhrt wer- 
den. Es laBt sich empfehlen, vor dem Anset- 
zen der Ligation uberschussige Primer, z.B. 
durch Gelfiltration, zu entfemen. 

• In einem weiteren Schritt kann die Amplifika- 
tion des Ligationsprodukts durchgefuhrt wer- 
den, evtl. nach vorausgegangener Reinigung, 
Verdunnung oder Konzen-trierung des Liga- 
tionsansatzes. Die Amplifikationstemperaturen 
sollen dabei analog der bekannten MaBnah- 
men (US. 4.683.195 und 4.683.202) gewahlt 
werden. 

Aufgrund seiner Spezifitat fur doppelstrangi- 
ge Bereiche von DNA ist ein bevorzugtes 
Enzym fiir die Ligationsreaktion die T4 DNA 
Ligase. Es empfiehlt sich, die Ligation bei 

15 * C bis 25 °C uber einen Zeitraum von 1 - 

16 Stunden durchzufuhren. Ublicherweise 
werden dabei kurzere Zeiten mit hoheren 
Temperaturen und langere Inkubationszeiten 
mit niedrigeren Temperaturen kombiniert. 
Vorzugsweise wird die Ligation bei 16 °C 
uber Nacht durchgefuhrt. Es stehen neuer- 
dings auch thermostabile Ligasen zur Verfu- 
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gung. Bei der Auswahl der zu verwendenden 
Oligonukleotide empfiehlt es sich, sowohl auf 
eine ausreichende Lange, ein adaquates G/C- 
Verhaltnis und auch die Verfugbarkeit von 
Restriktionsendonuklease Erkennungsstellen 5 

zu achten, die bei einer spateren Klonierung 
verwendet werden konnen. 

In abschlieflenden Schritten findet die Vorberei- 
tung des Amplifikates fur eine anschlieBende Wei- 
terbehandlung, z.B. zur Sequenzierung Oder Klonie- io 
rung statt. Es kann sich auch als angebracht erwei- 
sen, das Amplifikationsprodukt einer weiteren soge- 
nannten "Nested" PCR zu unterwerfen, um z.B. 
den Hintergrund zu vermindern Oder die Spezifitat 
zu erhohen. Bei der ersten Amplifikation wird is 

meist, z.B. aus Kostengrunden, derselbe Primer als 
sogenannter Downstream Primer verwendet, wie 
fur die reverse Transkription. 

Bei der zweiten, "Nested" Amplifikation wird nun 
ein Downstream Primer gewahlt, der nach oben 20 
verschoben, d.h. naher am 3' Ende der einzelstran- 
gigen DNA gelegen ist. Prinzipiell ist bei Verwen- 
dung geeigneter Enzyme auch die sukzessive 
Durchfuhrung aller enzymatischen Reaktionen in 
einem GefaG moglich. 25 

Bevorzugt wird die Erfindung auf einzelstrangi- 
ge cDNA angewandt, die durch reverse Transkrip- 
tion von mRNA entstanden ist. Die Herstellung von 
RNA, sowie die reverse Transkription dieser RNA 
wird nach bekannten und beschriebenen Protokol- 30 

len stattfinden (z.B. Ausubel et al 1987 (Editor) 
Current Protocols of Molecular Biology). Es ist fur 
samtliche Primer, auGer dem, der an das 3' Ende 
der DNA ligiert werden soli, nicht notig, sondern 
eventuell sogar nachteilig, am 5’ Ende phosphory- 35 
liert zu sein. 

Durch einen zusatzlichen Schritt laGt sich auch 
genomische DNA als Vorlage fur die Ligation an 
das Primerpaar verwenden. In diesem Schritt wird 
genomische DNA mittels eines Primers, der kom- 40 
plementar Oder homolog zu einem bekannten Teil 
der DNA ist, als Vorlage fur eine Extension mittels 
einer DNA-abhangigen DNA Polymerase bzw. einer 
DNA-abhangigen RNA Polymerase (falls der Pri- 
mer entsprechende Promotorsequenzen, z.B. fur 45 
den RNA Polymerase des Phagen SP6, enthalt) in 
einzelstrangige DNA bzw. RNA uberfuhren. Durch 
Aufreinigen der einzelstrangigen Produkte - - z.B. 
uber eine fur einzelstrangige Molekule spezifische 
(z.B. Hydroxylapatit) Oder RNA spezifische Saule 50 
Oder auch uber eine Affinitats-aufreinigung, falls 
z.B. der verwendete Primer eine fur dieses Verfah- 
ren geeignete Modifikation (z.B Biotin, Digoxigenin) 
enthalt - - laGt sich auch daraus ein geeignetes 
Substrat fur die anschlieGende Ligation erhalten. 55 

Es ist ftir manche Anwendungen wunschens- 
wert, modifizierte Nukleotide, z.B. m 5 dC (an Posi- 
tion 5 methyliertes Desoxycytonsin) zu verwenden, 


die zum Erhalt eines Produkts fuhren, das resistent 
gegen Restriktionsendonukleasen ist. 

Flgur 1: Gibt einen Uberblick uber das Prinzip 
der Beispiele 1 - 4. Nach reverser Transkription 
wurde das Primerpaar an die einzelstrangige cDNA 
ligiert, anschlieGend mit dem Primer, der fur die 
reverse Transkription verwendet worden war, und 
einem, der komplementar zu einem Teil des an die 
cDNA ligierten Primers war, einer PCR unterwor- 
fen. Nach Aufreinigung des Amplifikationsproduktes 
wurde eine zweite PCR durchgefuhrt mit dem glei- 
chen upstream, aber einem anderen downstream 
Primer, der aber homolog zu einer Sequenz, die 
naher am 3’Ende der ursprunglichen cDNA gele- 
gen war. Das daraus resultierende Amplifikations- 
produkt wurde danach noch fur die Klonierung vor- 
bereitet. 

Beispiele: 

Abbildung 1 gibt einen Uberblick uber das 
Prinzip des Beispiels 1 und 2 sowie Beispiel 3 und 
4. Nach reverser Transkription wurde das Primer- 
paar an die einzelstrangige cDNA ligiert, anschlie- 
Gend mit dem Primer, der fur die reverse Trans- 
kription verwendet worden war, und einem, der 
komplementar zu einem Teil des an die cDNA 
ligierten Primers war, einer PCR unterworfen. Nach 
Aufreinigung des Amplifikationsprodukts wurde 
eine zweite PCR durchgefuhrt mit dem gleichen 
Upstreamprimer, aber einem anderen, ebenfalls 
spezifischen, aber homolog zu einer Stelle, die 
naher am 3’ Ende der ursprunglichen cDNA gele- 
gen war, durchgefuhrt. Das daraus resultierende 
Amplifikationsprodukt wurde danach noch fur die 
Klonierung vorbereitet. 

Beispiel 1: 

Herstellung einer spezifischen cDNA durch reverse 
Transkription. 

RNA wurde prapariert wie beschrieben (Aus- 
ubel et al 1987). Oligonukleotide wurden an einem 
Gene-Assembler plus (Pharmacia) synthetisiert und 
nach Detritylierung gereinigt durch Zentrifugation 
durch eine G 50 Saule. 

Ein spezifischer Primer (30 pmol), der komple- 
mentar zur mRNA war, wurde in einem 30 ul 
reversen Transkriptionsansatz eingesetzt. Dieser 
Ansatz verlief in folgenden Puffer: 

10 mM Tris HCI (pH 8,3), KCI 50 mM, MgCI 2 5 
mM, dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) je 1 mM. 
Der Ansatz enthielt ferner 3 ug Gesamt-RNA, 40 
units RNAsin und 50 units MoMuL V reverser 
Transkriptase und wurde auf 30 ul mit sterilem 
bidestillierten Wasser aufgefullt. Die reverse Trans- 
kription wurde fur 15 Min bei 42 °C durchgefuhrt. 
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Danach warden die Nukleinsauren mil Ethanol ge- 
fallt, in 350 ul RNase Verdaupuffer aufgenommen 
(Tris HCI (pH 7,5) 10 mM, NaCI 300 mM, EDTA 5 
mM). Die verbliebene RNA wird durch Zugabe von 
RNase A (1,5 units) und RNase T1 (700 units) bei 
37 *C 30 Min lang verdaut. Das im Ansatz enthalte- 
ne cDNA Produkt wurde durch eine Zentrifuga- 
tionsaule (Sephadex G50) gereinigt. Nach verklei- 
nern des Volumens des cDNA enthaltenden Eluats 
durch Lyophilisation und Ethanolprazipitation wurde 
das Produkt in 6 ui sterilem bidestilliertem Wasser 
aufgefullt. 

Beispiel 2: 

Ligation eines Primerpaars an eine einzelstrangige 
Ziel-DNA. 

Die 2 fur die Ligation notigen Primer (das 
Primerpaar) sind in ihrer Sequenz in Abbildung 1 
wiedergegeben. Der Primer, der mit seinem 5* 
Ende an das 3’ Ende der cDNA von Beispiel 1 
ligiert werden sollte, lag phosphoryliert vor. 

Die Ligation wurde in 10 ul mit 10 pmol jedes 
Primers bzw. Primergemisches bei 16 °C uber 
Nacht ausgefuhrt in einer Losung, die Tris HCI (pH 
7,5) 66 mM, MgCb(5 mM) DTT (1 mM) und ein 
Drittel der in Beipiel 1 dargestellten cDNA enthielt. 
Nach der Inkubation wurde der Ansatz 5 Min lang 
bei 70 °C gehalten, dann auf Raum-temperatur ab- 
gekuhlt und durch Zugabe von ATP (10 nmol) und 
T4 DNA Ligase (Boehringer Mannheim GmbH) (1 
unit) gestartet. 

Beispiel 3: 

Amplifikation eines Aliquots der Ligationsreaktion. 

Die Amplifikation fand in 100 ul eines Pufferge- 
misches ( 10 mM Tris HCI (pH 8,3), 

50 mM KCI, 2 mM MgCI 2 , 0,1 mg/ml Gelatine) 
unter Verwendung von je 40 nmol der Nukleotide 
dATP, dCTP, dGTP, dTTP und je 50 pmol der 
beiden Primer (des fur die reverse Transkription 
verwendeten und eines weiteren, der komplemen- 
tar zum anligierten Primer war) statt. In dem Ansatz 
befanden sich ferner 40 % des Ligationsansatzes 
(Beispiel 2) und 2 units Taq Polymerase. Die Am- 
plifikation erfolgte in 25 Runden durch Durchlaufen 
des Zyklus: 94 *C 45 Sek. 42 *C 30 Sek, 72 *C 90 
Sek. 


Beispiel 4: 

Zweite, "Nested" Amplifikation des Amplifikations- 
produkts aus Beispiel 3. 

5 

20 % des PCR-Ansatzes aus Beispiel 3 wurde 
auf einem 1,5 %igem Agarosegel elektrophoretisch 
getrennt (Ausubel et al), die Bande der erwarteten 
GroGe ausgeschnitten, und einer Aufreinigung mit 
io Glassmilk (GeneClean, Bio 101, CA, USA) unterzo- 
gen. Die so eluierte DNA lag danach in 30 ul 
sterilem bidestilliertem Wasser vor. 5 ul davon 
wurden fur eine erneute Amplifikation ausgewahlt, 
die unter den gleichen Bedingungen, wie in Bei- 
15 spiel 3 durchgefuhrt wurde, mit dem Unter-schied, 
daG diesmal nicht der fur die reverse Transkription 
verwendete Primer, sondern statt dessen ein eben- 
falls fur die getestete RNA spezifischer Primer ver- 
wendet wurde, der dem 3’ Ende der ursprunglichen 
20 cDNA naher lag. Selbst-verstandlich erfolgte kein 
neuer Zusatz eines Aliquots des Ligationsansatzes. 
Aliquots dieses Amplifikationsansatzes wurden, wie 
oben beschrieben, gel-elektrophoretisch analysiert 
(sowohl vor, als auch nach Verdau mit passenden 
25 Restriktionsendonukleasen). Nach Aufreinigung 
(siehe oben) der Verdauprodukte lagen diese in 
einer fur weitere Klonierungsschritte geeigneten 
Form vor. 


30 Patentansprtiche 


35 


40 


45 


1. Verfahren zur Klonierung von Nukleinsauren, 
dadurch gekennzeichnet, daG man folgende 
Schritte ausfuhrt: 

• In einem ersten Schritt, der Ligation einer 
doppelstrangigen Kombination von zwei- 
en, zueinander teilweise komplementaren 
Primern, an das 3’ Ende eines einzel- 
strangigen DNA Stranges. 

• In einer zweiten Stufe die Synthese des 
zweiten Stranges mittels einer DNA Poly- 
merase, wobei ein Primer verwendet 
wird, der zumindest zu einem Teil des 
anligierten Oligonukleotids komplementar 
ist. 

• Gegebenenfalls in einer dritten Stufe die 
Amplifikation der so erhaltenen cDNA. 


2. Verfahren gemaG Anspruch 1, charakterisiert 
50 dadurch, daG die einzelstrangige DNA durch 

reverse Transkription einer Matrizen-RNA ent- 
standen ist. 


3. Verfahren gemaG Anspruch 1, charakterisiert 
55 dadurch, daG die einzelstrangige DNA durch 

Bearbeitung einer Matrizen-DNA entstanden 
ist. 


5 



9 


EP 0 645 449 A1 


10 


4. Verfahren gemaG Anspruch 2 und 3 unter Ver- 

wendung von modifizierten Oligos bei der 
Zweitstrangsynthese und in der PCR, die zum 
Erhalten eines Produkts fuhren, das resistent 
gegen Restriktionsendonukleasenverdau ist. 5 

5. Verfahren gemaG Anspruch 4 unter Verwen- 
dung von m 5 C als modifizierte Base in einem 
Oiigonukleotid. 

70 

6. Verfahren gemaG. Anspruch 3, dadurch ge- 

kennzeichnet, daG die Abtrennung der durch 
Primerextension dargestellten cDNA erfolgt. 

7. Verfahren gemaG Anspruch 6, dadurch ge- 15 

kennzeichnet, daG die Abtrennung uber Affini- 
tatschromatographie erfolgt. 

8. Verfahren gemaG Anspruch 7, dadurch ge- 

kennzeichnet, daG die Abtrennung durch modi- 20 

fizierte Primer bzw. Oligonukleotide ermoglicht 
wird. 

9. Verfahren gemaG Anspruch 8, dadurch ge- 

kennzeichnet, daG ein biotinylierter Oder digoxi- 25 
genierter, markierter Primer dafur eingesetzt 
wird. 

10. Verfahren gemaG Anspruch 1, charakterisiert 
dadurch, daG man Oligonukleotide, Primer ver- 30 
wendet, die zur Erzeugung von Restriktionsen- 
zymserkennungsstellen im Produkt fuhren. 

11. Verfahren gemaG Anspruch 1, dadurch ge- 

kennzeichnet, daG der Uberhang des Primer- 35 
paars mehr als drei und weniger als 6 Nukleo- 

tide umfaGt. 

12. Verfahren gemaG Anspruch 1, charakterisiert 
dadurch, daG die Ligation durch die Gegenwart ao 
eines Enzyms ausgelost wird, mit Spezifitat fiir 
doppelstrangige DNA. 

13. Verfahren gemaG Anspruch 12, charakterisiert 
dadurch, daG es sich bei diesem Enzym um 45 
T4 DNA Ligase handelt. 

14. Verfahren gemaG Anspruch 12, charakterisiert 

dadurch, daG es sich dabei um eine thermosta- 
bile Ligase handelt. 50 

15. Verfahren gemaG Anspruch 2, charakterisiert 
dadurch, daG ein thermostabiles Enzym fiir die 
reverse Transkription verwendet wird. 

55 

16. Verfahren gemaG Anspruch 15, charakterisiert 
dadurch, daG es sich dabei um eine DNA Poly- 
merase mit reverser Transkriptase Aktivitat 


handelt; z.B. Tth DNA Polymerase. 

17. Verfahren gemaG Anspruch 1, charakterisiert 
dadurch, daG die Gewinnung der doppelstran- 
gigen DNA durch eine DNA abhangige DNA 
Polymerase geschieht. 

18. Verfahren gemaG Anspruch 17, charakterisiert 
dadurch, daG es sich dabei um das Klenow 
Fragment der DNA Polymerase von E. coli 
handelt. 

19. Verfahren gemaG Anspruch 17, gekennzeich- 
net dadurch, daG es sich dabei um eine ther- 
mostabile DNA Polymerase handelt. 

20. Verfahren gemaG Anspruch 19, gekennzeich- 
net dadurch, daG es sich dabei um Taq Pol 
handelt. 

21. Verfahren gemaG Anspruch 17, gekennzeich- 
net dadurch, daG dafur modifizierte Primer ver- 
wendet werden, die eine Aufreinigung der ent- 
stehenden einzelstrangigen DNA zulassen. 

22. Verfahren gemaG Anspruch 21, gekennzeich- 
net dadurch, daG es sich bei der Modifikation 
um Biotin und bei der Affinitatsmatrix um Avi- 
din Oder Streptavidin Oder bei der Modifikation 
um Digoxigenin und bei der Affinitatsmatrix um 
Anti DIG AK handelt. 

23. Verfahren gemaG Anspruch 12, gekennzeich- 
net dadurch, daG die Ligationstemperatur zwi- 
schen 15° und 25 *C liegt und die Ligation fur 
eine Dauer von 1 bis 16 Stunden durchgefuhrt 
wird. 

24. Verfahren gemaG Anspruch 1, charakterisiert 
dadurch, daG im dritten Schritt ein weiterer, 
neuer Primer, komplementar zu einem Teil des 
an die Einzelstrang-DNA ligierten Sequenzbe- 
reichs, verwendet wird. 

25. Verfahren gemaG Anspruch 24, charakterisiert 
dadurch, daG anschlieGend mehrere Amplifika- 
tionszyklen durchgefuhrt werden. 
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